1. odber biologického materialu a sposob vysetrenia
v laboratériu

Stolica

Cerstvu stolicu, najmenej velkosti vladského orecha, naberieme do
vhodnej nadobky s dobre tesniacim uzaverom. Odosielame do laboratdria
¢o najrychlejsie. Pri dlhsej doprave, v teple, mbze dbjst ku kvasnym
procesom, ktoré poskodzuju vegetativne stadiad alebo cysty prvokov.
Nevyhovujlci je odber stolice rektalnou rarkou (¢i tampdn stolice) - malo
materidlu! Pri susp. amebdze je nutné dorucit stolicu na vysSetrenie ¢o
najrychlejsie, maximalne do 30 minut po defekacii. To isté plati aj pre
diagnostiku trofozoitov inych ¢revnych prvokov. Pri negativhom vysledku,
ale priznakoch svedcdiacich o ¢revnej parazitoze, je nutné opakovat odber
a vysSetrenie este 2x vzdy po 4 - 7 dnoch. Pri susp. amebdze a giardioze
opakovat 5 az 10x po 2 drioch.

Laboratdérne vysetrenie:

a) makroskopicky - zistenie pritomnosti celych ¢ervov alebo ich
Casti, posudenie konzistencie stolice, pritomnosti hlienov a krvi,

b) nativny mikroskopicky preparat - na dokaz pohyblivych
vegetativnych stadii prvokov (trofozoitov),

c) koncentracné metddy - flotacné a sedimentacné, pri ktorych sa
cysty alebo vajicka vyplavuju zo stolice na hladinu roztokov soli, alebo
klesaju ku dnu, takze ich nachadzame v sedimente,

d) kultivacne - na zivnej péde alebo zvierati, na rozmnozenie
niektorych ¢revnych prvokov,

e) farbiace metody - pre diagnostiku prvokov,

f) hruby nater stolice - na mikroskopicky dokaz vajiCok Cervov.

Diagnostika mrle detskej (Enterobius vermicularis) — perianalny
odtlacok

a) Schiiffnerova metdéda - sklenenou tycinkou sa vytieraju
perianalne riasy, material z tyéinky splachneme do kvapky vody na
podloznom sklicku a nechdme zaschnit. Nater sa potom prejasni
parafinovym olejom a prezerd pod mikroskopom. Hladame vajicka mrli.

b) Grahamova a Brumptova metdda - na kozné riasy v okoli
analneho otvoru sa pritlaci priesvitna lepiaca paska (izolepa) dlha asi 4
cm. Samicky kladu vajicka na kozné zahyby v okoli analneho otvoru, ktoré
sa zachytavaju na lepiacu pasku po pritlaceni na analny otvor. Po odtlacku
prilepime pasku na podlozné sklicko a prezerame pod mikroskopom,
hladame vajicka mrli ( 50 x 20 pm).



Moc

Odobera sa ranny, hlavne posledna porcia, v mnozstve 50 — 100 ml. Pri
podozreni na Schistosoma haematobium moc¢ zhromazdujeme medzi 10 -
14 hodinou a odosielame v dobre uzavretej nadobke. Poziadavka: rychle
dorucenie do laboratéria! (Ak to nie je mozné, material ulozime do
chladnicky, aby sa zabranilo liahnutiu miracidii). Pri podozreni na
mikrosporidie odoberame ranny moc.

Laboratdérne vysetrenie:

Zo sedimentu sa robi nativny aj farbeny mikroskopicky preparat (na dékaz
vajiCok Schistosoma haematobium, ojedinele trofozoity Trichomonas
vaginalis).

Sputum

Dbame o to, aby vykaslany material pochadzal z dychacich ciest, sliny su
pre diagnostiku bezcenné. Odoberame do nadobky so Sirokym hrdlom,
dobre uzavrieme.

Laboratdérne vysetrenie:

Zo sedimentu (po predchadzajucej Uprave sputa) sa pripravuje nativny
mikroskopicky preparat na dokaz vajiCok (Paragonimus sp.), hackov
Echinococcus granulosus, larvy Ascaris lumbricoides a Strongyloides
stercoralis), prvokov (Cryptosporidium sp., Entamoeba gingivalis,
Trichomax tenax) a mikrosporidii. Sputum indukované po sprejovom
oSetreni, pre dg pneumocystoézy, upravime antiforminom, preparat
farbime podla Grocotta a Gomoriho a hladame cysty a trofozoity
Pneumocystis jiroveci.

Vaginalny vyter, urethralny vyter, pripadne prostaticky exprimat
Vaginalny vyter odoberame vatovym tamponom zo zadnej posevnej

klenby, uretralny vyter u muzov urobime platinovou klu¢kou zo steny
uretry z hibky asi 2 cm. Urobime v kvapke fyziologického roztoku nativny
alebo farbeny preparat (podla Giemsa) k okamzitému mikroskopickému
prehliadnutiu, alebo tampdn vloZzime do transportného média a posleme
do laboratoria na kultivacné vysetrenie (pohyblivé trofozoity Trichomonas
vaginalis).

Duodendlna Stava

Pred odberom sa niekedy odporuca podat pacientovi 30 ml 40% MgSOs.,
Obsah duodena o objeme 2 - 5 ml odoberdme do skimavky a dobre
uzavrieme. Poziadavka: urychlene dodat do laboratéria (do 2 hodin).



Poznamka: pri susp. giardidze odoberame duodendlnu stavu len pri
trvajucom podozreni po opakovanom negativhom koprologickom naleze.
Laboratorne vysetrenie:

Zo sedimentu sa pripravuje nativny aj farbeny mikroskopicky preparat
(pouziva sa hlavne pre diagnostiku trofozoitov Giardia intestinalis,
Cryptosporidium sp.). V duodendlnej stave mdzeme najst aj vajicka
ankylostom, Fasciola hepatica, Ci larvy Strongyloides stercoralis.

Likvor

Odoberame 1 - 2 ml likvoru asepticky do sterilnej skimavky, uzavrieme
netoxickou zatkou a ihned dorucime do laboratéria.

Laboratorne vysetrenie:

Zo sedimentu sa pripravuje nativny i farbeny mikroskopicky preparat,
kultivacia na zivnej pdde alebo zvierati (Toxoplasma gondii, Naegleria sp.,
africké trypanosomy).

Bioptické materialy

Punktat z pecenového abscesu

Pecenové tkanivo sa odobera punkciou v mieste, kde palpacne zistime
najcitlivejsSie miesto. Material ¢o najrychlejsie za aseptickych podmienok
v skimavke doruc¢ime do laboratoria.

Poznamka: pri susp. peCenovej amebdze odporucame pred planovanou
punkciou sérologické vySetrenie pacienta, pri pozitivhom naleze nie je pre
stanovenie diagndzy punkcia nutna.

Punktat z lymfatickej uzliny
Pri podozreni na trypanozomozu sa robi punkcia zdurenej lymfatickej

uzliny hrubou ihlou. Odobraty material sa spracovava nasledovne:

1. jeho prvu Cast asepticky prenesieme do kultivaéného
média,

2. druhu cast tenko rozotrieme na niekolko podloznych skli¢cok a nechame
volne zaschnuit.

Natery aj podu dorucime do laboratdria. Nalez trypanozém v uzline moze
byt pozitivny, aj ked' v perifernej krvi uz nie si pritomné.

Punktat zo sterna alebo zo sleziny
Pri podozreni na visceralnu leishmanidozu spracujeme material, ktory bol

asepticky odobraty beznym spdsobom, rovnako ako punktat
z lymfatickych uzlin v bodoch 1 a 2.



Material z koznych vredov
Pri podozreni na koznu leishmanidézu odoberame material z okraja vredov

(smerom do zdravého tkaniva) hrubsSou ihlou. Napichnutim tkaniva

a otacanim ihly odoberieme kusocky tkaniva. Material rozotrieme na
podlozné skli¢ko, nechame zaschnut a ¢ast vlozime do kultiva¢nej pody.
Dorucime do laboratoria.

Laboratdérne vysetrenie:

Zo vsSetkych hore uvedenych bioptickych materiadlov sa robi farbeny
mikroskopicky preparat, izolacny pokus na zivnej pode a niekedy na
zvierati - mysi subkutannym naockovanim materialu do korena chvosta
aleboi za usné boltce.

Excizia koze

Pri susp. filariéze (onchocerkdze) zrezeme skalpelom povrchovu vrstvu
koze az do objavenia kapilarneho krvacania. Material vlozime do
skumavky s fyziologickym roztokom a ihned odosleme do laboratéria.
Presakujuci tkanivovy vypotok roztrieme na podlozené sklicko a po
zaschnuti zasleme do laboratoéria.

Laboratdérne vysetrenie:

Z koZného rezu pri teplote + 37°C sa pripadne pritomné larvy filarii po¢as
niekolko hodin uvolfuju do fyziologického roztoku — mikroskopicka
kontrola. Z tkanivového vypotku sa vyhotovi farbeny mikroskopicky
preparat.

Zoskrab z povrchu pokozky pri svrabe
Svetloruzové pupienky na predilekénych miestach rozleptame potretim

10% NaOH (KOH) a asi o 1 minutu zoskrabujeme povrchovl vrstvu
pokozky skalpelom az do zaciatku presakovania kapilarnej krvi. Ziskany
material prenesieme na podlozné skli¢ko, prikryjeme krycim a ihned’
poSleme do laboratdria. Miesto po zoskrabe osSetrime a sucasne
neutralizujeme 3% ung. boricum.

Laboratdérne vysetrenie:

Mikroskopicky hladame zvysky roztocov Sarcoptes scabiei a vajicka
kladené samickou do podkoznych chodbiciek.

Zoskrab z crevnej sliznice
Pri opakovanej nepritomnosti vajiCok ¢revnych schistozém v stolici

a pretrvavajucom klinickom obraze, odoberieme vzorku tkaniva rektalnou



biopsiou. Material viozime do skimavky s malym mnozstvom
fyziologického roztoku.

Laboratorne vysetrenie:

V preparate z tkaniva (na podloZnom skle jemne roztlacené krycim sklom)
a v nativhom preparate zo sedimentu hladame mikroskopicky vaji¢ka
Schistosoma sp.

Rozne extirpované tkaniva

Extirpované lymfatické uzliny

Zvacsenu lymfatickd uzlinu alebo jej ¢ast vliozime do skimavky

s fyziologickym roztokom (asepticky) a odosleme do laboratoria.
Laboratorne vysetrenie:

Uzlina sa rozdrvi na redsSiu suspenziu a injikuje sa zvieratu v pokuse
0 izolaciu kmena Toxoplasma gondii.

Poznamka: nie je potrebné, ak mame pozitivny sérologicky nalez.

Excizia zo svalu

Pri podozreni na trichinelézu odoberame mall vzorku, najcastejsie z m.
deltoideus a m. gastrocnemius (transverzalny odber) a material vlozime
do vhodnej nadoby s fyziologickym roztokom.

Laboratorne vysetrenie:

Kompresnou larvoskopickou metddou vysetrenia svalstva hfadame larvy
Trichinella spiralis.

Poznamka: svalova excizia nie je potrebna, ak mame pozitivny sérologicky
nalez.

Pecenové tkanivo a pitevné tkaniva

Materidl z punkcie alebo pooperacnej biopsie sa vacsinou vysetruje
histologicky (fixovany). Nefixovan( ¢ast mdézeme poslat vo fyziologickom
roztoku na parazitologické vysetrenie, na farbené preparaty alebo na
kultivacné vysetrenie, Ci na zvierati v pokuse o izolaciu parazita.

Parazitické cervy
alebo ich casti (Clanky pasomnice, makroskopické larvy a pod.) posielame

urychlene na vySetrenie vo vode alebo fyziologickom roztoku, nikdy nie
nasucho alebo fixované!



Clankonozce

s chitinovym telom davame do vhodnych nadobiek s pilinami navihéenymi
amylacetatom, dobre uzavreté. KlieStov m6zeme ulozit do skimavky

s glycerolom alebo so steblom travy.

Krv

Krv na parazitologické vysetrenie odoberame:

a) na sérologicku diagnostiku,

b)  na zhotovenie mikroskopickych preparatov,
c) na izolacny pokus na zivnej pode Ci zvierati.

Ad a) Krv na sérologicku diagnostiku

Vendznu krv v mnozstve 4 - 5 ml bez konzervacnych prisad odoberieme
do sterilnej skimavky, uzavrieme netoxickou zatkou a ihned odosleme.
Laboratorne vysetrenie:

Pre sérologické vysetrenie sa rozhodneme vsSade tam, kde iny dokaz
infekéného agens nie je mozny, alebo je dost obtiazny (tkanivové
parazitozy).

Ad b) Krvné mikroskopické preparaty

nativny preparat (pri podozreni na africku trypanosomodzu v zaciatku
ochorenia a dokaz krvnych mikrofilarii): kvapku krvi zriedime
s fyziologickym roztokom na podloznom sklicku, prikryjeme krycim
a hfadame pod mikroskopom pohyblivé trypanozémy alebo mikrofilarie
(pri susp. wuchereriéze odber medzi 22. - 24. hodinou = nocna periodicita
vyplavovania mikrofilarii; pri susp. loadze odber medzi 10. - 13. hodinou
= denna periodicita).

Pre Specidlne farbenie zhotovujeme krvny rozter atzv. hrubu
kvapku. Pouzivame vzdy nové podlozné sklicka, dobre odmastené.
- Kvapku kapilarnej krvi, ziskanu po napichnuti bruska prstu,
nanesieme na podlozné sklicko a prilozenou hranou kratSej strany
druhého skli¢cka krv pevnym tahom rovnomerne rozotrieme.
- Hruba kvapka sa zhotovuje roztretim krvi na podlozné skli¢ko
podobne, ako je vyssie uvedené, s tym rozdielom, ze krv roztrieme na
plochu len cca 1,5 cm Spirdlovym pohybom, v ktorom pokracujeme 15 -
20 sekund, aby sme krv Ciastocne defibrinovali. Preparaty po volnom
zaschnuti kazdy zabalime zvlast (NEFIXUJEME!) a odoSleme do
laboratéria. (Pri susp. malarii odoberame krv v ¢ase horuckovitych
zachvatov). Niekedy sa odporuca vysSetrenie vacsieho mnozstva krvi ako
obsahuje krvny rozter. V takomto pripade odoberame vendéznu krv (4 ml)




do skumavky s antikoagulantom a dodame do laboratdria do 1 hodiny po
odbere. Mikroskopicky sa vysSetruje sediment vo farbenom preparate (na
dokaz malarie, filaridéz a trypanozom).

Ad c) Odber krvi pre izolacny pokus na zivhej pode alebo zvierati
Vendznu krv v mnozstve 5 ml odoberame injekénou striekackou, do ktorej
predtym nasajeme antikoagulacnu latku (heparin, citrat atd.). Posielame
v skimavkach za aseptickych podmienok.

Laboratdérne vysetrenie:

Uskutocnime pokus o izolaciu povodcu parazitdzy na zivnej pode
(trypanozomy, visceralnej leishmanidzy) alebo na zvierati (toxoplazméza).

Odber vzorky pre vySetrenie metédou PCR
Krv do EDTA (menej vhodné do citratu, nevhodné do heparinu!),

plazma, likvor, plodova voda, iné telové tekutiny, BAL, tkaniva(=25 mg),
ster Speciadlnym sterilnym tampdnom (napr. z cervixu alebo uretry,
exudaty z pustul a vezikil a pod). Odber sa musi vykonat asepticky do
sterilnej skimavky.

Imunodiagnostika
Imunodiagnostické metddy su metdédami

- nepriameho db6kazu niektorych parazitarnych infekcii na zaklade dékazu
protilatok v sére alebo

- priameho dokazu vyvolavatela jeho vychytanim Specifickymi protilatkami
v biologickom materiali (krv, obsah abscesu, mo¢, liqguor atd.).

Vacsina sérologickych testov je zalozena na detekcii Specifickych
protilatok réznych izotypov (IgG, IgA, IgM) a funkcii (neutralizacnég,
komplement fixacné), ktoré su produkované hostitelom v r6znom obdobi
a mnozstve v ramci imunitnej odpovede na infekciu. Dostupné pouzivané
metddy su aglutinacia, KFR, RID, imunofluorescencia, ELISA, Western
blot. Detekcia Specifickych protilatok ma réznu vypovednu hodnotu. Vo
vSeobecnosti je mozné zhrnut, Ze pri klasickych metddach (aglutinacia,
KFR) sa detekuje zmes protilatok a pre diagnostiku je potrebné sledovat
dynamiku ich tvorby minimalne z 2 odberov v rozsahu 14-21 dni. Pri
diagnostike Specifickych protilatok r6znych izotypov staci obvykle jedna
vzorka. IgM protilatky sa tvoria v akitnom obdobi infekcie a pretrvavaju
3-6 mesiacov po primoinfekcii. U novorodenca su znakom intrauterinnej
infekcie. IgG protilatky sa zacinaju tvorit neskér a pretrvavaju dlhodobo -



az celozivotne. SU znakom imunity. IgA protilatky su takisto skoré, ale na
rozdiel od IgM sa opakovane ich koncentracia zvysuje pri reaktivacii
ochorenia. Bezne sa sérologické metddy pouzivaju pri diagnostike
protozoarnych infekcii (extraintestindlna amebidza, trypanozomidéza,
leishmanidza, malaria, toxoplazmdza) a helmintdz (clonorchiéza,
cysticerdza, hydatidoza, filaridza, schistozomidza, trichineldza,
toxokaroza). Interpretacia laboratérnych nalezov vyzaduje skusenosti

a dobré teoretické znalosti. Perzistencia protilatok mnoho rokov po
akutnej infekcii a Casto chronicky priebeh infekcie s moznou reaktivaciou
umozni len zriedkavo odlisit akdtnu a chronickd infekciu.

Na rozdiel od dékazu protilatok je detekcia cirkulujucich antigénov
parazita v sére, modi, stolici vhodnejSim markerom aktivnej infekcie.
Ddkaz antigénu v obsahu abscesu alebo v cyste mbze stanovit diagnézu
napr. pri ameébovej cyste alebo cyste hydatiddze. Vyhodou tychto metod
pouzivanych dnes na detekciu r6znych antigénov (Giardia,
Cryptosporidium, Trichomonas vaginalis, Pneumocystis ) je senzitivita.
Nevyhodou je detekcia jediného mikroorganizmu, zatial ¢o klasické
mikroskopické vySetrenie dava prilezitost skiisenému parazitoldgovi
rozpoznat pripadne viac parazitov.

Molekularna diagnostika
Tato laboratérna technika je zalozena na skutocCnosti, ze kazdy

organizmus obsahuje Specifickl sekvenciu nukleovych kyselin, ktord moze
byt hybridizaciou zmnozend a pouzitd na detekciu. Tato sekvencia je
natolko Specifickd pre organizmy (podobne ako odtlacky prstov -
fingerprinting), Ze ju je mozné pouzit pre epidemiologické identifikacie

a sledovanie rozsirenia parazitov v oblasti alebo vektore. Prepracovanie
molekularnych metdd umoznilo pouzitie roznych nastaveni reakcii ( dot
blot, Southern bot, PCR, in situ hybridizacia) pre priamy dokaz

a identifikaciu Plasmodium sp., Leshmania sp., Trypanosoma sp,
Entamoeba histolytica, Schistosoma sp., Onchocercus sp., Taenia sp.,
Trichomonas vaginalis.



Schéma €. 1: Morfoldgia vajicok lekarsky vyznamnych Cervov
Metagonimus yokogawai Heterophpyes heterophyes Opisthorchis feliensis
Clonorchis sinensis Taenia saginata Hymenolepis nana Enterobius
vermicujlaris Trichuris trichiura Ascaris lumbricoides Ancylostoma
duodenale Diphylobotrium latum Hymenoplepis duodenale Fasciolopsis
buski Fasciola hepatica Schistosom mansoni Schistosoma haematobium
Schistosoma japonicum Ascaris lumbricoides Trichostron gyius
Paragonimus westermani

2. metody laboratornej diagnostiky helmintdéz a protozoarnych
nakaz

Vaji¢ka ¢ervov zistujeme mikroskopicky v tzv. hrubom natere zo stolice.
Na jeho zhotovenie sa najcastejsie pouziva metdéda podla Heina alebo
podla Katoa.

Poznamka: Tieto metddy su malo zachytné a na dékaz cyst prvokov
(Protozoa) nevhodné.

Nater podl'a Heina
Na Cisté podlozné sklicko sa kvapne destilovana voda, v kvapke sa

rozmieSa mensie mnozstvo stolice v pomere 1 diel vody na 3 diely stolice.
Zmes sa rozotrie na ploche asi 4 x 2 cm. Nater sa necha volne zaschnut.
Pred vySetrenim sa prejasni kvapkou parafinového oleja a prezera pod
mikroskopom pri 60 - 100 ndsobnom zvacseni.

Nater podl’'a Katoa
Nater podla Katoa je koprologickd diagnostickd metdda slGziaca na zachyt

vajicok parazitov. Jej podstatou je hruby nater stolice, pri com sa nater
stolice prekryva celofanovym pruzkom impregnovanym Kato farbiacim
roztokom (malachitova zelen, glycerol, fenol), ktory slizi na ulahcenie
mikroskopického pozorovania vajicok parazitov.

A. Priprava roztokov

Farbiaci roztok:

- 500 ml 6% fenolu, krystalicky koncentrovany fenol roztopit vo
vodnom kupeli, 30 ml tekutého fenolu doplnit destilovanou vodou do 500
ml,




- 500 ml glycerinu ,

- 6éml 3% roztok malachitovej zelene (0,3 g malachitovej zelene
rozpustit v 10 ml destilovanej vody).

Nastrihané celofanové pruzky (rozmer cca 4x2 cm) namacame minimalne
24 hodin vo farbiacom roztoku. Roztok je stabilny 1 rok.

B. Popis jednotlivych krokov postupu metody

1. na podlozné sklicko rovhomerne naniest $pajlou cca 0,5 g
vySetrovanej vzorky stolice

2. nater stolice prekryt prizkom celofanu namocenym vo farbiacom
roztoku

3. gumenou zatkou rovnomerne roztlacit nater stolice pod celofdanom
4, mikroskopické hodnotenie celého preparatu pri zvacseni 100, az
200x, verifikacia podozrivych Gtvarov pri zvacseni 400x

5. preparat po vySetreni odlozit do nddoby s dezinfekénym roztokom
Hodnotenie:

Podla charakteristického tvaru, velkosti a farby mozno rozpoznat
jednotlivé druhy vajicok helmintov.

Na dOkaz vajicok helmintov a cyst Protozoa v stolici si vhodnejsie, pre
vysSiu zachytnost, tzv. koncentraéné metédy:

a) flotacna (podla Fausta), pri ktorej sa cysty a vajicka

v koncentrovanom roztoku soli vyplavuju na hladinu,

b) sedimentacna (formolova - MIFC) metdda, pri ktorej naopak
vajicka a cysty klesaju ku dnu, takze ich nachadzame v sedimente.

Flotacia v sirane zinocnatom (Faust et al. 1939 - upravené)
Vzorku nativnej stolice o hmotnosti asi 1 g preniest do krvnej skimavky
a pomocou drevenej ty¢inky dokladne rozmiesat vo fyziologickom roztoku
alebo destilovanej vode. Suspenziu centrifugovat 1 minUtu pri 2500
ot./min., supernatant opatrne zliat a premyty sediment rozsuspendovat

v roztoku siranu zinoénatého o hustote 1,180 (331 g ZnS0O4 x7 H,0 doplnit
destilovanou vodou do objemu 1000 ml). Skimavku doplnit asi 1 cm pod
okraj a zcentrifugovat 1 minUtu pri 2500 ot./min. Povrchov( blanku zo
skiimavky ihned preniest bakteriologickou klu¢kou na podlozné sklo

a prikryt krycim sklickom. Povrchovu blanku mozno zo skimavky zobrat
priamo na krycie sklicko tak, ze sa skimavka doplni roztokom az po okraj
a krycie sklicko sa ponecha 20 minut na hladine flota¢ného roztoku.
Mikroskopovat so zvaéSenim 100 x celt plochu krycieho skli¢cka a so
zvacsenim 400 x asi 20 zornych poli.

Hodnotenie:




Nachadzame vajicka Trichuris trichiura, Ascaris lumbricoides -
neoplodnené, Ancylostoma, Hymenolepis, larvy Strongyloides a cysty
Protozoa, ktoré su charakteristicky zdeformované.

Formolova metéda - MIFC

A. Priprava roztokov

1. Roztok merthiolatu:
Merthiolat

1000, 0 ml

2. Zasobny roztok MIF:
destilovana voda

1 %o vodny roztok merthioldtu .........coooiiiiiiiiiii e
200 ml
36-38% formaldehyd

Dokladne rozmiesat a uchovavat v hnedej flaske so zabrisenou
zatkou.

3. Lugolov roztok

destilovana VOda ....oiviiiiiiiiiii i e
100 ml

jodid draselny
.............................................................................. 10 g

krystalicky jod
............................................................................... 5¢g

Roztok ma byt Cerstvy, nie starsi ako tyzden. Roztok treba
uchovavat v hnedej tmavej flasi so zabrisenou zatkou v tme.
B. Popis jednotlivych krokov postupu metody
1. Pre kazdu vzorku stolice si pripravime do stojana 2 skumavky
(Wassermanovu a centrifugacnu).
2. Do centrifugacnej skimavky dame lievik so Stvoréekom dvojmo
skladanej gazy.



3. Do Wassermanovej skimavky napipetovat 5 ml zdsobného roztoku
MIF a 1 ml Lugolovho roztoku.

4, Spajlou priddme stolicu vo velkosti hra$ku a pomocou dvoch $paijli
dokonale stolicu homogenizujeme.
5. Suspenziu precedime cez gazu do centrifugacnej skimavky a

priddme 7 ml éteru (priblizne 1 cm pod povrch skimavky). Skimavku
dokladne zazatkujeme a silno rukou trepeme 1 - 2 minaty, pokial
suspenzia nie je Uplne homogénna. Ak nie je suspenzia Uplne homogénna
(nad vrstvou stolice je éter), priddme asi 1 ml destilovanej vody,
zazatkujeme a znovu trepeme.

6. Zatku odstranime, skimavku postavime do stojana na 3 minuty,
aby sa suspenzia ustalila.
7. Potom centrifugujeme 3 min pri 2500 otacok/min. V skimavke su

vytvorené po centrifugacii 4 vrstvy: éter, detritus zo stolice, roztok MIF
a sediment.

8. Drevenou Spajlou oddelime ,zatku" detritu od steny skimavky

a rychlym pohybom zlejeme cely supernatant. Vatovym tampdénom
utrieme vnutornu stenu skimavky od detritu.

9. Pasteurovou pipetou dékladne zhomogenizujeme sediment, cast
z neho odoberieme, zhotovime preparat na podloznom sklicku

a prikryjeme krycim sklickom.

10. Mikroskopické hodnotenie celého preparatu pri zvacseni 100 az
200x, pri verifikacii podozrivych utvarov 400 x.

11. Preparat po vySetreni odlozit do nddoby s dezinfekénym roztokom.

Hodnotenie:

Pri ndleze vaji¢ok, cyst a trofozoitov parazita treba urcit jeho rod a druh.
V pripade nepritomnosti tychto Gtvarov je vysledok hodnoteny ako
negativny. Tato metdda nie je celkom spolahliva na zachytenie
oplodnenych vaji¢ok Ascaris lumbricoides.

V niektorych pripadoch laboratérnej diagnostiky sa mikroskopicky dokaz
parazita opiera o morfologické rozliSenie vnutornej struktury bunky.
Pouziva sa preto zafarbeny mikroskopicky preparat.

Farbenie podl'a Giemsu
Metdda farbenia podla Giemsu je diagnosticka farbiaca metdda, ktora sa

pouziva hlavne v parazitoldgii na mikroskopicky d6kaz parazitov vo
vhodnom klinickom materidli. Citlivost cytologickych farbiacich technik je
priamo Umerna odberu materidlu uréeného k diagnostike. Farbi sa



farbiacim roztokom Giemsa a na zaklade farbitelnosti jednotlivych stadii
parazitov alebo vnutornych Struktdr. Na zaklade velkosti mikroorganizmu,
¢i vyvojového Stadia parazita mézeme priamo identifikovat pévodcu. Tuto
metddu pouzivame v laboratériu pre dékaz Pneumocystis jiroveci vo
vhodnom biologickom materiali, Trichomonas vaginalis, Acanthamoeba sp.
Naegleria fowleri, Giardia intestinalis, Entamoeba histolytica/dispar.
Pouziva sa dalej pri dokaze tkanivovych cyst Toxoplasma gondii

v bioptickych preparatoch.

A. Priprava roztokov

Pufrovana destilovana voda - priprava:

Hydrogénfosforecnan draselny 0, 25 g

Dihydrofosforecnan sodny 1,7 g

Destilovana voda 1000 ml

Farbiaci roztok Giemsa - priprava:

Zmiesat 10 ml komeréne vyrabaného farbiva Giemsa so 190 ml
pufrovanej destilovanej vody. Premiesat a nechat stat 10 min.

Farbiaci roztok je treba pripravovat vzdy Cerstvy !

B. Popis jednotlivych krokov postupu metody

1. fixacia pripravenej vzorky na podloznom sklic¢ku:

Priamy preparat z biologického materialu - Ciselne oznacené podlozné
sklicko s naterom biologického materidlu prevrstvit na 3 - 5 minat 96%
metanolom. ZvySok metanolu zlejeme a nechame zaschnut.

2. farbenie fixovaného preparatu:

Farbiaci roztok Giemsa - 20 - 30 min. (najlepsSie vo farbiacej kyvete
v zvislej polohe podla Sarze farbiva, nutné vyskusat).

3. oplachnutie tecCicou vodou (pri zmyvani farbiva z podlozného sklicka
je nutné venovat pozornost dokladnému splachnutiu farbiaceho roztoku
(je vhodné pouzit stricku) tak, aby sa nedostali vrchné vrstvy farbiva do
kontaktu s naterom, lebo by bol nater kontaminovany necistotami.

4, mikroskopické hodnotenie preparatu (pri zvacseni 200-400x),
vyhodnotit min. 10 zornych poli.

Farbenie podl'a Ziehl — Neelsena

Ziehl-Neelsenovo farbenie je metdda diagnostického farbenia, ktora sa
pouziva na farbenie acidorezistentnych mikroorganizmov. Ziehl-
Neelsenovym farbenim je mozné hodnotit nielen acidorezistentné baktérie
ako sU mykobaktérie, aktinomycéty, ale aj bakteridlne spdry, askospory
niektorych kvasiniek i vyvojové stadia niektorych prvokov - kokcidii.

A. Priprava roztokov

1. roztok koncentrovaného karbolfuchsinu - priprava:




Zlozka A.
- 20 ml 95% ethylalkoholu
- 49 bazického fuchsinu

Zlozka B.
100 ml destilovanej vody
8 g fenol
po Uplnom rozpusteni prefiltrovat
po prefiltrovani sa obe zlozky zmiesaju
Uskladnenie pri izbovej teplote. Roztok je stabilny 1 rok.

2. 1 % kyselina sirova — priprava:

H2S04 96 %0 w.viviniiiiiiiiiii i eaeeaens 1 ml
Destilovana voda ........covvvviiiiiiiii e, 99 ml

Pri uskladneni pri izbovej teplote je roztok stabilny 1 rok.

3. 5 % malachitova zelena - priprava:

Malachite green oxalate ................... 5g

Destilovana voda ........covvvviviiieinennnns 100 ml

Uskladnenie pri izbovej teplote. Roztok je stabilny 1 rok.

B. Popis jednotlivych krokov postupu metody:

1. fixacia pripravenej vzorky na podloZznom skli¢ku:

) priamy preparat z biologického materialu - Ciselne oznacené
podlozné skli¢ko s naterom biologického materialu prevrstvit na 2 - 5
minut 96% metanolom

) vysusenie pri izbovej teplote

8§ zlahka ofixovat plameriom

2 farbenie fixovaného preparatu:

) koncentrovany karbolfuchsin 20 - 30 min., bez zahrievania
8

8

oplachnutie tecucou vodou
diferenciacia v 10% H,S0O4 20 - 60 s (pokial steka cervené
farbivo)
) oplachnutie tecucou vodou
) malachitova zelen 5 min.
) oplachnutie tecucou vodou
) vysusenie pri izbovej teplote
) montovanie do montovacieho média (kanadsky balzam)
3 mikroskopické hodnotenie preparatu (pri zvacseni 200, 400x a pri
pouziti imerzie 1000x), vyhodnotit min. 10 zornych poli.
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